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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung von DNA-Sequenzen ^^^^^g^^SSbS 

eines Testsystems zur Idenufizierung von Inhtbnoren «*«.|»»- Ereeugun g von Pflanzen mit erhohtem Gehalt 

hohtem Gehalt an V.taminen, wie z. B. der Erhohung des Tocopherol^^ ^hromanols (UU- 

Die in der Natur vorkommenden acht Verb^dungen ^^^P^^^^' ^ 
mann's Encyclopedia of IndustnalChenustry, Vol A 27 (1996), VCH ™ a «^? . j^ dyzUta ^ Tbcotrienols 
E). Die erste Gruppe (la-d) stammt von Tocopherol ab, die zweite Gruppe bestent aus Denvaien 

(2a-d): 
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R3 

la,a-Tocopherol:R l =R 2 = R 3 = CH 3 
1 b, 6-Tocopherol [148-03-8]: R =R = CH 3 , R 2 = H 
lc, v-Tocopherol 154-28-4]: R 1 = H, R = R = CH 3 
Id, 8-Tocopherol [119-13-1]: R = R = H, R = CH 3 
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R3 

2a, a-Tocotrienol [1721-51-3]: R l = R 2 = R 3 = CH 3 
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Wirtschaftlich groBe Bedeutung besitzt «-TocopheroL Gewebekultur oder Samenmutagenese 

Der Entwicklung von Kulturpftanzen mit erhohtem erfaBbar 
und natiirliche Auswahl sind Grenzen gesetzt. So muB '^^^^^^^ ^ rd en, deren Regene- 
sein und andererseits konnen nur diejemgen Pflanzen u * e ' Ge ™ U ™ Mutagenese und Selektion 

ration zu ganzen Pflanzen aus ZeUkulturen gelingt. AuBerdem ^^^^^^ wer den mussen. 
unerwiinschte Eigenschaften zeigen, die durch teilweise mehrmalige Ru^Iaeuzungen j^eacr * 

theseleistung beeinflussen, ideniifiziert werden. 5 jix.im,-, MnWiile und werden leilwrase oder 

Isoprenoide oder Terpenoide beslehen aus versch.edenen Klassen l 'Pf^ ^ die aus- 

vollstLdig aus C 5 . Isopren-Einheiten gebildet. Reine Prenylhp.de »OKle) ehen aus c ^ • 
schlieBlich auf Isopren-Einheiten zuriickgehen, wahrend gemischte Prenylhpide (z, B. Cnloropnyuj v 

tenkeue besitzen, die mit einem ^ omati ^ hen 1 ^ e ™^" n 5 e " aL v ,. Co A Einheiten die iiber p-Hydroxymethylgluta- 
Ausgangspunkt der Biosynthese von Prenylhp.den s.nd 3 x Acety CoA ^mu^cm . p- y 

ryl-CoA (HMG-CoA) undMevalonatin die Ausgangs-Iso P ren-Etnhe,t ^p^^^S^S^dam Eubakte- 
wandelt werden. Kurzlich wurde durch in vivo Futterungsexpenmen e m ,t C ge ^ , I in n« s hri ^ 

rien Griinalgen und pflanzlichen Chloroplasten ein Mevalonat-unabhang.ger Weg zur Bildung von IFF bescnn 
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Glycerinaldehyd-3-Phosphat + Pyruvat 



DOXS 

1-Deoxy-D -Xylulose- 5 -Phosphat 

15 




IPP 
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GPP 



GGPP 



IPP 
2 IPP 

Carotinoide 
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Tocopherol e 



Dabei werden Hydroxye*ylthiarnin, das durch ^^^SXSSSl =£22333232 Z 
phat 0-GAP) in einer durch die l-Deoxy-D-Xylulose-5-Phosphat Synthase wn»" m (l99?) ^ 

Est in l-DWD-Xylulose-5-phosphat umge^ 95 (5) , 

goni et aL, ProcNad.Acad^Sci USA 94 (2), ^0600-10 f» {^^^^^d-rii d-ta—ol^ 
2100-2104 (1998); Lichtenthaler eta ., FEBS JUtt ^400 deulen darauf hin> daB derMevalonat-Yfeg 

lare Umordnung in IPP umgesetzt (Angon. et aL. 1 997)._ f^^™.;. V ... Mevinolin e in spezifischer Inhibitor der 
to Zytosol operiert und zur Bildung von P^ercl- fchrt. g^^JS^ wfaSd die PrenylUpid-Bil- 
Me valonat-Bildung, fiihrt lediglich ™ Inhibition de J^J^gf^ 59 O 981), 50-60. Der Mevalonatunabhan- 

piden (Schwender et aL, 1997; Arigonietal. 1997) - - • - 

IPP steht im Gleichgewicht mil seinem Isomer, d 
IPP mil DMAPP in Kopf-Schwanz Anlagerung ergit 
von weiteren IPP Einheiten fiihrt zum Sesquiterpen Vri"™^^ ^ CV^iaufer fur Caro- 

Geranyl-Pyrophosphat (GGPP). Die 

linoide. GGPP wird durch einePrenylketten-Hydrogenase zum ruyiy. j v r 

stoff fur die weitere Bildung von Tocopherolen Vitamine E und K fuhren, handelt es sich um 

Bei den Ringstrukturen der gemischten P^^f™ 22i Dta IScheii Aminosauren Phenylalanin 
Quinone, deren Ausgangsmetabobte .us dem stotam *^f"JS^^ Dioxygenierung in Homogentisinsaure 
bzw. Tyrosin werden in Hydroxyphenyl-Pyruvat das 2-Methyl-6- 

uberfuhrt wird. Diese wird an PPP gebunden, urn den ^™^™j2g£3 Met^l-SJpen-Donorentstehtru- 
phytylquinoU zu bilder, Durch Methyberung «-Tc- 

nachst 2,3-Dimethyl-6-phytylqumol, dann durch ^a^T 1 " V 
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sequenzen sind aus Arabidopsis lhaliana DOXS (Acc. No. U 27099), Reis (Aoc. No. Atwo v 

No. AF019383) beschrieben. Arabidopsis thaliana (Seq-ID No.: 1; Mandel ct al. Plant J. 9, 

Die effiziente Bildung von Carotinoiden ist essenuell to d.e Photosynthese wobe •« ™*« nbiochemie Spektrum 
"Uchtsammler-Komplexe" zur besseren ^^^^^J^^^^^^n^^^i^^^J^^m^^^j^^^enea ge- 
Akademischer Verlag Heidelberg Berlin Oxford, 1996). Zusalz hch erf ^ T™rSteen kdnnen (AsJda, 

^Sci: Aufgabe der vodiegenden Erfindung war daher dieEntwicklung einesTestsystems zurldenufizierung von 

35 Inh Die^ e Auta£°wu S «le gdost durch die Expression eines DOXS-Gens aus Arabidopsis bzw. damit ^bridisierenden 
DN^equXnund anschlieBende Testung von (MU. auf Hemmunj j de, '^SSSSSSmMm enthal- 
Die Herstellung der transgenen Pflanzen erfolgt durch Transformation der Pflanzen rmt ^P^^ und C«odnoi- 
tenden Konstmkt Als Modellpflanzen fiir die Produklion von Tocopherolen, Vitamin K, Chloropnyllen 

40 den wurden Arabidopsis und Raps eingesetzt. tsdienme der fiir das DOXS-Gen 

Die Klonierung des vollstandigen DOXS-Gens aus Arabidopsis erfolgt uber die Isolierung 

spezifischen cDNA (Seq-ID No.: 1). . fi . d qxS oder deren funk- 

Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung der DNA-Sequenz SEQ TD ^J^^^uu^* 
tionelfes Aquivalent kodiert, zur Herstellung einer Pflanze m.t ^phe^ "^~J£S?S Insertion 

45 Carotinoid-Gehalt. Die Nukleinsauresequenz kann dabe. z. B. eine DNA- *^J^£%%£ D0 XS kodieren 
in eine Expressionskassette geeignete kodierende Sequenzen s.nd be.sp.elswe.se solche, die fur e.ne UU 
und die dem Wirt die Fahigkeit zur Uberproduktion von Tocophero verleinen. Exoression der kodie- 

Die Expressionskassetten beinhalten auBerdem regulative Nukle.nsauresequenzen, ^^^fp^Xntkassette 
renden siquenz in der Wirtszelle steuern. GemaB einer bevorzugten Ausfuhmngsform umfaBt e.ne E*P£™^ 
50 ru-omaufwLs, d. h. am 5'-Ende der kodierenden Sequenz, einen Promotor ^^^^S^SS^ 
lyadenylierungssignal und gegebenenfalls wei.ere regulatonsche ^^^^^^ZJL man die se- 
renden Sequenz fur das DOXS-Gen operativ verknupft s.nd. Unter e.ner <^*™ ^^Xver Elemente derart, 
quenzielle Anordnung von Promotor, kodierender Sequenz Terminator ^fj^^^^^^gcm^- 

lationsverstarker wie die 5'-Fuhrungssequenz aus dem Tabak-Mosaic- Virus (Gallic et al,, Noel. Acids kcs. 

werden Abb. 1 zeigt die Tabaktransformationsvektoren pBin AR-Hyg mil 35S-Promotor (A) bzw. p»i y& 
menspezifischem Promotor Phaseolin 796 (B): 
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- HPT: Hygrdmycin-Phosphotransferase 
65 - OCS: Octopin-Synihase-Terminator 



I SS2SSh„i- n eingezeicfinet, die nur einma, den Vektor schneiden. 
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Als Promotoren der Expressionskassette ist grundsatzlich jcder Promoter geeignet, der die depress 
nenin Pflanzen steuem kann. Vorzugsweise venvendet man insbesondere e.nen pflanzl.chen Promotor oder e.nen Pro- 
m de eta Pflanzenvims entsfammt. Insbesondere bevorzugt ist der CaMV 35S-Promotor aus dem BbmenkobJ- 
Mosaik-Virus (Franck et al., CeU 21 (1980). 285-294). Dieser Promotor enthalt bekannd.ch "ntersch^che Erben- 
nTngssequenzen fur transkriptionale Effektoren, die in ihrer Gesamtheit zu einer permanent*, und konstitutiven Expres- 5 
sion des eingefuhrten Gens fiihren (Benfey et al., EMBO J. 8 (1989), 2195-2202) passion des 

Die Expressionskassette kann auch einen chemisch induzierbaren Promotor enthallen, durch den die Expression des 
exogenen DOXS-Gens in der Pflanze zu einem bestimmten Zeitpunkt gesteuert werden , kann. DerarUgePromotorenwe 

B der PRPl-Promotor (Ward et al., Plant. Mol. Biol. 22 (1993), 361-366), e,n durch Sahzylsaure ,nduz.erbarer Pro- 

motor ^0 95/19443^^ 10 
(Gatz el al (1 992) Plant J 2 397-404), ein durch Abscisinsaure-induzierbarer (EP-A 335528) bzw. ein durcn fctnanoi 

Oder Cyclonexanon-induzierbarer (WO 93/21334) Promotor konnen u. a. venvendet werden. . . 

Weiierhin sind insbesonders solche Promotoren bevorzugt, die die Expression in Geweben oder Pflanzenteiten sicher 
steUen, in denen die Biosynthese von Tocopherol bzw. dessen Vorstufen staUfindet • 

Insbesondere zu nennen sind Promotoren, die eine blattspez.fische Expression gewahre.sten.Zu nennen sindder P«> 
motor der cytosolischen FBPase aus Kartoffel oder der ST-LSI Promotor aus Kartoffel (Stockbaus et al., EMBO J. 8 

(1 2rSf;S2 S amenspezifische„ Promotors konnte ein Fremdprotein stabil bis zu e™m Anteir .on 0^7%des ge- 
samten loslichen Samenproteins in den Samen transgener Tabakpflanzen expnmiert ^"^"^^ ^ 2« 
Technology 10 (1995), 1090-1094). Die Expressionskassette kann daher be.spiekwe.se einen samenspeafischen 
motor (bevorzugt den Phaseobn-Promotor (US 5504200), den USP- (Baumlein, H. et al MoL Gen. Genet. (1991) 225 
G) S^67?oder LEB4-Promotor (Fiedler und Conrad, 1 995)), das LEB4-Signalpeptid, das zu expnmierende Gen und 
ein ER- ^pirenuWignai I enthalten. Der Aufbau einer derartigen Kassette ist in der Abb. 1 schemausch beisp.elhaft dar- 

8e Die HersteUung einer Expressionskassette erfolgt durch Fusion eines geeigneten Promotors mit einer geei gneten V 
DOXS-DNA Sequenz und vorzugsweise einer zwischen Promotor und DOXS-DNA-Sequenz ln^nerten E^A, die fior 
ein chloroDlastensDezifisches Transitpeptid kodiert, sowie einem Polyadenyherungssignal nach gangigen Rekomb.naU- 

A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spnng Harbor, NY ( 1989) sowie u T. J^avy, M. L . Ber 
man und L.W. Enquist, Experiments with Gene Fusions, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring HarborJ NY0984) * 
und in Ausubel, EM. et aCcurrent Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Assoc. and Wiley-Interscence 

{l ^SSSS^ sind Sequenzen, die ein Targeting in den Apoplasten, in Plasuden, in 

tochondrium, in das Endoptesmatische Retikulum (ER) oder durch ein Feh ten en *P rec ^°^ 3 
nen Verbleib im Kompartimentdes Entstehens, demZytosol, gewahrie.sten (Kermode. Cnt. Rev ^Ptert Scu 15,4 0996% 
285-423). Fur die Menge der Proteinakkunmlation in transgenen Pflanzen besonders forderhch erw.esen hat s.cn eine 
Lokalisation im ER (Schouten et al., Plant Mol. Biol. 30 (1996), 781-792). B.u-nsnmtein kodiert. 

Es konnen auch Expressionskassetten venvendet werden, deren DNA-Sequenz fur e.n DOXS-Fuswns P^" kodiert^ 
wobei ein Teil des Fusionsproteins ein Transitpeptid ist, das die Translokanon des ^^"^^SnttodfcMo- « 
vorzugt sind fur die Chloroplasten spezifische Transitpeptide, welche nach Translokauon des DOXS-Gens in , d* UUo- 
roplasten vom DOXS-Teil enzymatisch abgespallen werden. Insbesondere bevorzugt wt, das ^ns^p^von der 
plLidaren Transketolase (TK) oder einem funkdonellen Aquivalent d.eses Trans, tpepttds (z. B. dem Trans.tpepttd der 
kteinen Untereinheit der Rubisco oder der Ferredoxin NADP Oxidoreduktase) abgeleitet .st pewonnen 

Die inserierte Nukleotid-Sequenz kodierend fur eine DOXS kann syntheusch hergesteUt oder natur ^ ch | e n ^ n "^ r ^ t 
Oder eine Mischung aus synthetischen und naturlichen DNA-Bestandteiten enthalten, sowie aus ver-hjedenen h^erolo- 
gen DOXS-Genabschnitten versehiedener Organismen bestehen. Im allgememen werden s y"f% c ^ U ^ * 
quenzen mit Kodons erzeugt, die von Pflanzen bevorzugt werden. Diese von Pflanzen bevorzugt m ^onstonnen aus 
Kodons mit der hochsten Proteinhaufigkeit bestimmt werden, die ,n den^ me.sten w teress anten n ^ n ^XTwe^ten 
miert werden. Bei der Preparation einer Expressionskassette konnen verschiedene DN 
urn eine Nukleotid-Seqnenz zu erhalten, die zweckmaBigerwe.se in der korrekten R.chtung hest und d, ^rmt 
rekten Leserasler ausTestattet ist. Fiir die Verbindung der DNA-Fragmente m.te.nander konnen an die Fragmente Adap- 

toren oder Linker angesetzt werden. . •j.„,„_ m :t »; n »m Tinker 

ZweckmaBigerweise konnen die Promotor- und die Terminator-Reg.onen in Transkr. P Uonsnch tung nut ™ V"*£ 
oder Polylinker. der eine oder mehrere Restriktionsstellen fiir die Insertion dieser Sequenz 

der Regel hat d^Linker 1 bis 10. meistens 1 bis 8, vorzugsweise 2 bis 6 RestriktionssteUen Im ^Uem^nen hat der Lm 
ker innerhalb der regulatorischen Bereiche eine GroBe von weniger als 100 bp haufig wen.ger als 60 >bp 
doch 5 bp. Der Promotor kann sowohl nativ bzw. homolog als auch fremdarug bzw. heterolog zur Wirtspflan« sem^Die 
Expressionskassette beinhallet in der S^-Trcnskriptionsrichtung den Promotor, eine DN A-Sequer« ^ dre ur e.n ^DOXS 
Gen codiert und eine Region fur die transkriptionale Termination. Verschiedene Tenmnat.onsbere.che s.nd gegene.n 

^m^onS 

Restrikuonsschnit^tellert entfernen, eingese^t werden. Wo Insertionen. Delenonen oder SubsUtuUon^ ^n wrez^ B mn 
sitionen und Transversionen in Frage kommen, konnen in vi.ro- Mutagenese "P" m e"epf r » t on ^.gauon 
verwendet werden. Bei geeigneten Manipulationen, wie z. B. Restr.kt.on. - chewing-back ^"^.. ^^ 
gen fur "bluntends", konnen komplementare Enden der Fragmente tUr d,e L,gat.on zur ^S un g|' st '» L^Sbi^ 
Von Bedeutuns fiir den erfindungsgemaBen Erfolg kann u. a. das Anhangen des spez.fischen ER-R ^ eten " on " 1 8 nals 
s£5£fi£$^ A. et al. Plant Mol. Biol. 30 (1996), 781-792), die durchschnittliche .^P re ~ h £ ^ n 
mit verdreifacht bis vervierfacht. Es konnen auch andere Retentionssignale, die naturl.cherwe.se be, >m ER tekal,s.erten 
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pfianzlichen und lierischen Proteinen vorkommen, fur den Aufbau der Kasselte eingesetzt werden. 

Bevorzugte Polyadenylierungssignale sind pflanzliche Polyadenylierungssignale, vorzugswe.se solche d^e im we- 
sentlichen T-DNA-PolyadenyUerungssignale aus Agrobacterium tumefaciens, insbesondere des Gens 3 derT-DNA (Oc- 
top\n Sybase) des T,-Plasmids pTiACH5 entsprechen (Gielen et al., EMBO J. 3 (1984) 835 ff) Oder funktionelle Aqu,- 



Eine Expressionskassette kann beispielsweise einen konstitutiven Promoter (bevorzugt denCaMV 35 S-Promotor) 
das LeB4-Signalpeptid, das zu exprimierende Gen und das ER-Retentionssignal enthallen. Als ER-Retentionssignal wird 
bevorzugt me AminosauresequenzKDEL(Lysm,Asparaginsaw^^ 

togs weise wird die fusionierte Expressionskassette, die fur ein DOXS-Gen kod.ert, ,n e.nen Vektor be,sp.elsweise 
n nBinl9 kloniert der geeignet ist, Agrobacterium tumefaciens zu transformieren. Mil einem solchen \fektar transfor- 
££1 Ag obakterien Lnen dann intekannter Weise zur Transformation von Pflanzen, insbesondere _ von Kulturpflan- 
zen wie z. B. von Tabakpflanzen, verwendet werden, indem beispielsweise verwundete Blatteroder Blattsuicke ,n emer 
Agr"obakterienl6sung gebadet und anschlieBend in geeigneten Medien kultiviert werden. Die TVansformaUon von Pflan- 
£n du ch Agrobaktfrien isl unter anderem bekannt aus RE White, Vectors for Gene Transfer ,n Higher Pknt* in Ttans- 
S genie Plants, Vol. 1 . Engineering and Utilization, herausgegeben von S.D. Kung und R. Wu Academ.c Press 1993 ^ 
fs-38 Aus den transfoLierten Zellen der venvundeten Blatter bzw. BlattstUcke konnen in bekannter We^transge^ 
Pflanzen regeneriert werden, die ein in die Expressionskassette integrities Gen fur d.e Expression ernes DOXS-Gens 

'"S Transformation einer Wirtspflanze mil einer fur eine DOXS kodierenden DNA wird eine Expressionskassette als 
20 iJrto. in einen rekombinanten Vektor eingebaut, dessen Vektor-DNA zusatzliche funktionelle 

beispielsweise Sequenzen fur Replikation oder Integration enthalt. Gee.gnete Vektoren , sind unter anderem in Methods 

in Plant Molecular Biology and Biotechnology" (CRC Press), Kap. 6/7, S. 71-119 (1993) beschneben. 
Unter Verwendung der oben zitierten Rekombinations- und Klonierungstechniken konnen d.e Express.onskassetten in 

geeignete Vektoren kloniert werden, die ihm Vermehrung, beispielsweise in E. cob, ermogl.chen. Geeignete Ktome- 
25 rungsvektoren sind u. a. pBR332, pUC-Serien, M13mp-Serien und P ACYC184. Besonders gee,gnet smd b.nare \fekto- 

ren, die sowohl in E. cob als auch in Agrobakterien repbzieren konnen. . 
Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft die Verwendung einer Expressionskassette enthaltend eine DNA-S>e- 

quenz SEQ ID No. 1 oder eine mil dieser hybridisierende DNA-Sequenz zur Transforation von Pflanzen, -zelta, -gp- 

weben oder Pflanzenteilen. Vorzugsweise ist Ziel der Verwendung die Erhohung des Tocopherol-, Vitamin K-, Chloro- 

30 phyll und Carotinoid-Gehaltes der Pflanze. . , „ . _ j„„„ Tv;i»r. 

Dabei kann je nach Wahl des Promolors die Expression spezifisch in den Blattem, in den Samen oder andere . Teiten 
der Pflanze erfolgen. Solche transgenen Pflanzen, deren Vermehrungsgut sowie deren Pflanzenzellen, -gewebe oder -telle 
sind ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung. ^ . ... • u„#„„ bi« 

Die Expressionskassette kann dariiberhinaus auch zur Transformation von Baktenen Cyanobakter^n Hefen, fila- 
35 mentosen Pilzen und Algen mit dem Ziel einer Erhohung der Tocopherol-, Vitamin K-, Chlorophyll und/oder Carotinoid- 

Tl t^Z&n™ZFK^gem« in das Genom einer Pflanze wird als Transformation beMich " eL ^ pr W ^" 
die beschriebenen Methoden zur Transformation und Regeneration von Pflanzen aus Pflanzengeweben oder Manzerad- 
len zur transienten oder stabilen Transformation genutzL Geeignete Methoden sind die ^ olo P laste ™f™*°" *£* 
40 Polyemylenglykol-induzierte DNA-Aufnahme, das biolistische Verfahren mit der Genkanone - die sogenannte p^ucle 
bombardment Methode, die Elektroporation, die Inkubation trockener Embryonen m DNA-halUger Losung cb ^ Mi- 
kroinjektion und der durch Agrobacterium vermittelte Gentransfer. Die genannten Verfahren sind beispielsweise i« , B 
Jenes et al. Techniques for Gene Transfer, in: Transgenic Plants, Vol. 1 , Engineeri ng and Ut.hzat.on ^ us ^„ von 
S.D. Kung und R. Wu, Academic Press (1993) 128-143 sowie in Potrykus Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Molec. Biol. 

45 42 VoSswSe wird dTs^ exprimierende Konstrukt in einen Vektor kloniert, der geeignet ist Agrobacterium tumefa- 
ciens zu transformieren, beispielsweise pBinl9 (Bevan et al., Nucl. Acids Res. 12 (1984) 8711). „ cf „ rm , rion 
Mit einer Expressionskassette transfonmerte Agrobakterien konnen ebenfalls in bekannter We.se Transfonnanon 
von Pflanzen, insbesondere von Kulturpflanzen, wie Getreide, Mais, Hafer, Soja Re.s, Baumwolle, Zu ^be Canol^ 

50 Sonnenblume, Flachs, Hanf. Kartoffel, Tabak, Tomate, Raps, Alfalfa, Salat und den versch .edenen^ Baum- NuB- und 
Weinspezies, verwendet werden, z. B. indem verwundete Blatter oder Blattstiicke ,n emer Agrobaktenenlosung gebadet 
und anschlieBend in geeigneten Medien kultiviert werden. 

Funktionell aquivalente Sequenzen, die fur ein DOXS-Gen kodieren, sind solche Sequenzen, welche ^ bw ^ n " 
der Nukleotidsequenz noch die gewiinschten Funktionen besitzen. Funktionelle Aquivalente umfassen ^nut naturtich 

S5 vorkommende Varianten der hierin beschriebenen Sequenzen sowie kiinstliche, z. B. durch chem.sche Synthese erhal- 

tene, an den Kodon-Gebrauch einer Pflanze angepaBte, kiinslliche Nukleotid-Sequenzen 

Unter einem funktionellen Aquivalent versteht man insbesondere auch naturl.che oder kunsd.che MutaUonen erne * m- 
spriinglich isolierten fur eine DOXS kodierende Sequenz, welche wei.erhin die gewunschte Funktmn ze.gen^ 
umfaLn Substitutionen, Additionen, Deletionen, Vertauschungen oder Insertionen e.nes oder "^^"^j!^ 

60 Somit werden beispielsweise auch solche Nukleotidsequenzen durch d.e vorhegende Erfindung mn 

durch Modifikation der DOXS-Nukleotidsequenz email. Ziel einer solchen Mod.fikal.on kann Z. B. d.e ^«^ n 8«n- 
zung der darin enthaltenen kodierenden Sequenz oder z. B. auch die Einfugung weiterer Restnkuonsenzym-Schmttstel- 
Id) scin 

^FuXioneUe Aquivalente sind auch solche Varianten, deren Funktion, verglichen mit dem Ausgangsgen bzw. Gen- 

" t^S^Sln geeignet, sohuige sie, wie oben beschrieben, die ^^RSf 
beispielsweise der Erhohung des Tocopherol-Gehaltes in der Pflanze durch Uberexpression des DOXS-Gens in Kultur- 
pflanzen vermitteln. Solche ariifiziellen DNA-Sequenzen konnen beispielswe.se durch Ruckubersetzung mitusls Mole- 
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cular Modelling konstruierte* Proteine, die DOXS Aktivitat aufweisen oder durch in vitro-S ^^Ti^Z 
BeLdeK eeeienet sind kodierende DNA-Sequenzen, die durch Ruckiibersetzung einer Polypepudsequenz gemafi i der 
M SffiE s^ffiShen Kodon-Nut^ng erhalten wurden. Die spezifische Kodon-Nn^ung^ ^d^zu^sf^ 
zengeneiischen Methoden vertrauter Fachmann durch Computerauswertungen anderer. bekannler Gene der zu transfer 

* . _J T"lO ^ — w-m t A^lit at^miHAln ■> 



2er ete anLne ^SpSequenz mi, deren Hilfe ein Nachweis auf DOXS-Expression m6gbch «t (z B L myc-Ug 
er hi^BevoSt^ndeltl sich dabei jedoch um eine regulative Proteinsequenz, w,e z. B. em S.gnal- oder Tran- 

aus einem Transited bedeuter im Rahmen der vorlie- 
geS Sntnjdi SiSSi einer erh5hten Biosynthes eleistung 

funktioneUe UbeLpression des DOXS-Gens in der Pflanze gegenuber der mcht gentechmsch mod«fiz,erten Pflanze fur 

die Dauer mindestens einer Pflanzengeneration. ui.«c~.»;fi«ehe Pxoression des 

Der Biosyntheseort von Tocopherol ist im allgemeinen das Blattgewebe so daB erne b ^pe«fiscbe_ g™**™ jes 

DOXS Gens sinnvoll is.. Es ist jedoch naheliegend, daB die T ^ 0, : B / OT ^ e n ^" 

schrankt sein muB, sondem auch in alien ubrigen Teilen der Pflanze - be.sp.elswe.se m fetthalugen Samen gewebespe 

*£S£t2S eine konstitutive Expression des exogenen DOXS-Gens von Vbrteil. Andererseits kann aber auch 

eine induzierbare Expression wunschenswert erschemen. beisoielsweise in vitro durch SproBme- 

Die Wirksamkeit der Expression des transgen expnm.erlen DOXS-Gens kann be.spielswe.se in v, >" . 

Gegenstand der Erfindung sind auBerdem transgene Pflanzen, U-ansf ormiert nut eine ^^S^^ 
die SeLuenz SEO ID No 1 oder eine mil dieser hybridisierenden DNA-Sequenz, sowie transgene Zellen, ■ <™£ ™7 

Tomale, Raps, Alfalfa, Salat und die verschiedenen Baum-, NuB- und We.nspez.es. 

Pflanzen im Sinne der Erfindung sind mono- und dikotyle Pflanzen oder Algen. mit denen Inhibitor- 

Um effiziente Hemmstoffe der DOXS finden zu konnen, ,st es notwend.g gee ««^2?SSffiSSS kom- 
Enzvm-Bindungsstudien durchgefuhrt werden konnen, zur Verfugung zu stellen Hierzu wud ^»sp elswe.se cue 
pSrcDNTSuenz der DOXS aus Arabidopsis in einen Expressionsvektor (pQE, Q.agen) klomert und in E. coh uber 

"SfSHilfe der Expressionskassette exprimierte DOXS-Protein eignet sich besonders zur Auffindung von fur die 

DOXS spezifischen HemmstofFen. . . A . . . 3f fi er r)OXS in An- 

Dazu kann die DOXS beispielsweise in einem Enzymtest eingesetzt werden be. dan ^.e Jta^^der DOXS m A 

und Abwesenheit des zu testenden Wirkstoffs ermittelt wird. Aus den. ^^J^f^^^^S^ 

auf hemmende Eigenschaften iiberpruft werden. Das Verfahren gestattet es, reproduz *£"*£Z^J^^ 
Substanzen gezielt solche mit groBer Wirkstarke auszuwahlen, um rm, d.esen Substanzen anschl.eBend we.te , 
Fachmann eelaufige vertiefte Priifungen durchzufOhren. -ofi™??. kann Drinzioiell 
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sind ebenfalls Gegenstand der Erfindung. 
Weitere Gegenstande der Erfindung sind: 



50 



- Verfahren zur Transformation einer Pflanze dadurch gekennzeichnet. daB 

tend eine DNA-Sequenz SEQ ID No. 1 oder eine mit d.eser hybnd.s.erenden DNA-Sequenz in eine Fnanzen 
in Kallusgewebe, eine ganze Pflanze oder Protoplasien vonPflanzen e.nbnngt. 

- Verwendung einer Pflanze zur Herstellung pflanzhcher DOXS. hybridi- 

- Verwendung der Expressionskassette enthaltend eine DNA-Sequenz SEQ ID No. 1 oder em nt 

einer DOXS DNA-Sequenz in Pflanzen. op^m No 1 oder eine mit dieser hybridi- 

- Verwendung der Expressionskassette enthaltend e.ne DNA-Sequenz SEQ ID No. 1 oder ^e>ne _m 
sierenden DNA Sequenz zur Herstellung eines Testsystems zur Idenufizierung von Inh.b.loren der DUXb. 

Die Erfindung wird durch die nun folgenden Beispiele erlautert, ist aber nicht auf diese beschrankt: 



55 



60 



65 



7 



BNSDOCID: <DE_19835219A1_L> 



DE 198 35 219 A 1 

Allgemeine Klonierungsverfahren 
Laboratory Press; ISBN 0-87969-309-6) beschrieben dorchgeKhrt _ ^ 

Willmltzer, Plant Science 66 (1990), 221-230) benutzt werden. 

Sequenzanalyse rekombinanter DNA. 

DieSe^uenziernngrekombinante^ 
Licor (Vertrieb durch MWG Biotech, Ebersbach) nacb der Methode von Sanger (Sanger et al., Proc. Natl Acad. 5*n. 

20 USA 74 (1977), 5463-5467). 

Beispiel 1 

HersteUung der Arabidopsis thaliana DOXS-TVansforniationskonstrukle 

25 Das Arabidopsis thaliana DOXS Gen wurde wie in Mandel et al. (1996) beschrieben als vollsUindige cDNA in den 

Vektor pEluescript KS- (Stratagene) klomert. Weichnert uber die pBlu- 

Zur HersteUung von Uberexpressionskonstrukten wurde e,n 2.3 kb Fragment (nut F-23-C • ^J™^^ ^j. 

escript KS- HincII und Sad Schnittstellen isoliert. Diese Sequcnz 
30 Startcodon bis zur EcoRI-Schnittstelle, die 80 bp stromabwarts des Stopcodons ^ "^^Tl28711 (1980) der 
30 Schnittstellen Smal und Sad in den P BIN19 Vektor (Abb. » 

den 35S Promotor des Cauliflower Mosaik Virus (Franck et al., CeU 21 (1), 285-294 (1WW a™ 1 ™ 

•"SSKSSg von Antisense-Konstrukten wurde entwederdie vollstfcidige cDNA W^«SJj*St 
35 TOotp Fra gm ent E der S'-Kegiot, in den oben ^^^^^SSS^S^ 
iiber Kpnl und Spel aus dem Polybnker des pBluescnpt KS- isoliert und in Oie pan iy j Schn ittsteUe, 
und Kprf klonierUAbb. 3). Zur Klonierung des Fragment 
die an Position 701 der cDNA liegt und der pBS 1SS ^^^^Ss£S^ Tdcn oben beschriebenen 
wurde in den Vektor pBS KS-subkloniert und erneut uber die EcoRV und Smal MM in am 
40 pBIN19-Vektor in Antisense-Orientierung kloniert. Die Transformationen von Arabrfopsis ttahan (Bent 
oben beschriebenen Konstrukten erfolgten mil Agrobaktenum tumefaciens "^^^^^toSS. Jeder 
et al., Science 265(1994), 1856-1860). Mehrere unabhang.ge ^^"^r^^J^^^eoenito 

der erhaltenen Linien ist in der folgenden Tabelle 1 dargestellt: 
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Tabelle 1 

Segregationsanalyse der transgenen DOXS-T2-Pflanzen 



LINIBN 


SEGREGATION 




75% 


A19 


100% 


Bll 


75% 




100% 


|C2 ! 


100% 


|D3 


75% 


D17 


100% 


IE9 


75% 


E14 


100% 


IF9 


175% 


F14 


100% 
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Beispiel 2 
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Nachweis erhohter DOXS-RNA-Mengen in Iransgenen Pflanzen 

Gesa„« RNA aus 15 Tage alien Keimlingen verschiedener tran .gener Linien, weteh ^^^SH^SSk " 
strukt besitzen wurde nach der Methode von Logeman et aL, Anal.Biochem. 163, 16-20 (1987) extrameri, in einem 
1 2% Z^^X^ -f Hiter transferiert und mil einem 2.1 kb langen DOXS-Fragment als Sonde hybnchsiert 

(Abb. 4). 

Beispiel 3 

Nachweis erhohter DOXS-Protein-Mengen in transgenen Pflanzen 

Gesamtprotein (Abb. 5) aus 15 Tage alten Keimlingen verschiedener, unab hSngiger tra ^I^^^SS^ 
DOXS-Uberexpressionskonstrukt besitzen, wurde isoliert und nut emem polyklonalen AnU-DOXS-Antikorper (IgO) in 

einer Westernanalyse detektiert (Abb. 6). 

Beispiel 4 

Messung des Carotinoid- und Chlorophyllgehalts 

Die Bestimmung der Gesamtcarotinoid- und ChlorophyUmengen wurde wie in Lichtenthal 
schrieben mit 100% Acetonextrakten durchgefuhrt Die Ergebnisse der Mehrfachmessungen der transgenen Limen, wel 
che das DOXS-tfberexpressionskonstrukt besitzen, sind in der folgenden Tabelle 2 dargesteilL 
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Tabelle2 
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Gesamtcarotinoid- und ChlorophyUgehalt der transgenen DOXS-Linien 
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Beispiel 5 
Tansformation von Raps 

Die Herstellung der transgenen Rapspflanzen orientiert sich an einem Pro.okoU von Bade, JB un JJ™ Jf" ^ 
Transfer to Plant! Potry ku* 8 L und Spangenberg, G., eds, Springer Lab Man»aL Spnngerjfer ag ^5 30-38)^ wd 

10 min in 55°C HaO gewaschen, in l%,ger Hypochlont-Losung (25% v/v Teepol, U ' 1 *^J w 5 ln KlUeroaDie r ee- 
biert und sechsmal nut sterilem H 2 0 fur jeweils 20 min gewaschen. Die Samen wurden die. 

Lknet und 10-15 Samen in einem Glasskolben mit 15 ml Keimungsmedium zur K«mung gdtfttte . £ md«en* 
Keimlin e en (ca 10 cm eroB) wurden die Wurzeln und Apices entfemt und die verbleibenden Hypokotyle in ca . o mm 
^Sr«S We so gewonnenen ca. 600 Explante werden 30 min mit 50 ml B«W^ 
in einen 300 ml Kolben uberfuhrt Nach Zugabe von 100 ml Kallus-Indukuonsmed.um wurden die Kulturen fur 24 h be, 

1 ^Vomtg^Sim-Stamm wurde eine ObernachtkuUur bei 2TC in 

2 ml in 50 ml LB ohne Kanamycin fur 4 h bei 29°C bis zu einer OD«x, von 0,4-0,5 mk ^^^^Zi7- 
Kultur bei 2000 U/min fur 25 min wurde das Zellpellet in 25 ml Basalmed.um resusp^diert. Die ^"^on 

terien in derLosung wurde durch Zugabe von weiterem Basalmedium auf erne OD600 von 03 e, "8^f^ robac , e rium- 

Aus den Raps-Explanten wurde das Kallus-Induktionsmedium mil slenlen Pipetten entfernt, 50 
Losung hinzugefugtf vorsichtig gemischt und fur 20 min inkubiert. Die *P*><*™^2 SSSSESS 
Raps-Explante fur 1 min mit 50 ml Kallus-Induktionsmedium gewaschen und ^^^''^end 100 m "™JJ™ e 
medium hinzugefugt. Die Co-Kuluvierung wurde fur 24 h auf emem Rotat.onsschu.tler be, 
Co-Kulti vierung wurde durch Wegnahme des Kallus-Induktionsmed,ums E«toppt und d,e Explante zwe.md 
1 min mit 25 ml und zweima. fur 60 min mit jeweils 100 ml Waschmed.um be, 100 U mm gewaschen^ D* 
dium mit den Explanten wurde in 15 cm Petrischalen uberfuhrt und das Medmm m,t stenlen ^f^g^j* 
generation wurden jeweils 20-30 Explanten in 90 mm Petnscha en uberfuhrt, we Iche » jJ^^dMMtafw 
mit Kanamycin entnielten. Die Petrischalen wurden mit 2 Lagen Leukopor ^los^n und be 25 C un l2OT0tax be 
Photoperioden von 16/8 H inkubiert. AUe 12 Tage wurde die s,ch entwickelnden Kalh "^f*^™"^ 
SproB-Induktionsmedium uberfuhrt. AUe weiteren Schritte zur Regeneration ganzer ^"^^"Z^^o 
und Damm, B. (in Gene Transfer to Plants, Potrykus, I. und Spangenberg, G.,eds, Spnnger Lab Manual, Spnnger Vertag, 

1995, 30-38) beschrieben durchgefuhrt 

Beispiel 6 

Steigerung der Tocopherolbiosynthese in Raps 
Die cDNA der DOXS wurde mit einem CaMV35S-Promotor versehen und in Raps unter \fenvendung des 35S-Pro- 
"SSEESSS* der samenspezinsche Prcmotor des Phaseo.ingenes verwednet, 

fisch im Rapssamen zu erhohen. Mit den entsptechenden Konslrukten transfom.erte Rapspflanzen wurden ,m Gewachs 
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haus angezogen. AnschlieBend wurde der a-Tocopherolgehalt der Gesamtpflanze bzw. der Samen der PAanze bestimn.1. 
In alien Fallen war die a-Tocopherolkonzentralion im Vergleich zur nicht iransfomierten Pflanze erhoht. 

SEQUENZPROTOKOLL 

5 

(1) ALGEMEINE INFORMATION: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: BASF AG 

(B) STRASSE: Carl-Bosch 10 

(C) ORT: Ludwigshafen 

(E) LAND: Germany 

(F) POSTLEITZAHL: 67056 

(G) TELEPHON: 0621-60-52698 

(ii) ANMELDETITEL: DOXS 15 
(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 2 

(iv) COMPUTER - LESBARE FORM: 

(A) DATENTR GER: Floppy disk 20 
<B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBS SYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.25 (epaj 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERI STIKA : 

(A) L NGB: 2458 Basenpaare 

(B) ART: Nukleins.ure 

(C) STRANGFORM: Einzel 

(D) TOPOLOGIE: linear 



GGA CTT TCA ACT GAT TCT TGT AAA TCA ACT TCT TTG TCT TCT TCT AGA 

Gly Leu Ser Thr Asp Ser Cys Lys Ser Thr Ser Leu Ser Ser Ser Arg 



25 



30 



(ii) ART DES MOLEKSLS: cDNS 
(iii) HYPOTHETI SCH : NEIN 35 
(iii) ANTI SENSE: NEIN 



40 



(vi) URSPRsNLICHE HERKUNFT: 

(B) STAMM: Arabidopsis thaliana 

(vii) UNMI TT ELB ARE HERKUNFT: 
(B) CLON: F-23-C 

(ix) MERKMALE: 

(A) NAME/ SCH LsSSEL : CDS 45 

(B) LAGE: 1..2154 

(x) VER W FFENTLICHUNG SI NFORMATI ON : 

(A) AUTORS: Mandel , MA 

Feldmann, KA 50 
Herrera-Estrella, L 
Rocha-Sosa. M 
Leon, P 

(B) TITEL: CLA 1, a novel gene required for chloropiast 

development, is highly conserved in evolution. 

(C) ZEITSCHRIFT: Plant Journal 55 

(D) BAND: 9 

(F) SEITEN: 649-658 

(G) DATUM: 19(96 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 60 

ATG GCT TCT TCT GCA TTT GCT TTT CCT TCT TAC ATA ATA ACC AAA GGA 48 
Met Ala Ser Ser Ala Phe Ala Phe Pro Ser Tyr He He Thr Lys Gly 
15 10 15 



96 65 
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TCT TTG GTT ACA GAT CTT CCA TCA CCA TGT CTG AAA CCC AAC AAC AAT 
Ser Leu Val Thr Asp Leu Pro Ser Pro Cys Leu Lys Pro Asn Asn Asn 
35 40 45 

TCC CAT TCA AAC AGA AGA GCA AAA GTG TGT GCT TCA CTT GCA GAG AAG 
Ser His Ser Asn Arg Arg Ala Lys Val Cys Ala Ser Leu Ala Glu Lys 
50 55 60 

GGT GAA TAT TAT TCA AAC AGA CCA CCA ACT CCA TTA CTT GAC ACT ATT 
Gly Glu Tyr Tyr Ser Asn Arg Pro Pro Thr Pro Leu Leu Asp Thr lie 
65 70 75 80 

AAC TAC CCA ATC CAC ATG AAA AAT CTT TCT GTC AAG GAA CTG AAA CAA 
Asn Tyr Pro He His Met Lys Asn Leu Ser Val Lys Glu Leu Lys Gin 

85 90 95 

CTT TCT GAT GAG CTG AGA TCA GAC GTG ATC TTT AAT GTG TCG AAA ACC 

Leu Ser Asp Glu Leu Arg Ser Asp Val He Phe Asn Val Ser Lys Thr 

100 105 HO 

GGT GGA CAT TTG GGG TCA AGT CTT GGT GTT GTG GAG CTT ACT GTG GCT 

Gly Gly His Leu Gly Ser Ser Leu Gly Val Val Glu Leu Thr Val Ala 
U5 120 125 

CTT CAT TAC ATT TTC AAT ACT CCA CAA GAC AAG ATT CTT TGG GAT GTT 
Leu His Tyr He Phe Asn Thr Pro Gin Asp Lys He Leu Trp Asp Val 
130 135 . l^O 

GGT CAT CAG TCT TAT CCT CAT AAG ATT CTT ACT GGG AGA AGA GGA AAG 
Gly His Gin Ser Tyr Pro His Lys He Leu Thr Gly Arg Arg Gly Lys 
145 150 155 1^0 

ATG CCT ACA ATG AGG CAA ACC AAT GGT CTC TCT GGT TTC ACC AAA CGA 
Met Pro Thr Met Arg Gin Thr Asn Gly Leu Ser Gly Phe Thr Lys Arg 

165 170 175 

GGA GAG AGT GAA CAT GAT TGC TTT GGT ACT GGA CAC AGC TCA ACC ACA 
Gly Glu Ser Glu His Asp Cys Phe Gly Thr Gly His Ser Ser Thr Thr 

180 I 85 190 

ATA TCT GCT GGT TTA GGA ATG GCG GTA GGA AGG GAT TTG AAG GGG AAG 
He Ser Ala Gly Leu Gly Met Ala Val Gly Arg Asp Leu Lys Gly Lys 
195 200 205 

AAC AAC AAT GTG GTT GCT GTG ATT GGT GAT GGT GCG ATG ACG GCA GGA 
Asn Asn Asn Val Val Ala Val He Gly Asp Gly Ala Met Thr Ala Gly 
210 215 220 

CAG GCT TAT GAA GCC ATG AAC AAC GCC GGA TAT CTA GAC TCT GAT ATG 
Gin Ala Tyr Glu Ala Met Asn Asn Ala Gly Tyr Leu Asp Ser Asp Met 
225 230 235 240 

ATT GTG ATT CTT AAT GAC AAC AAG CAA GTC TCA TTA CCT ACA GCT ACT 
He Val He Leu Asn Asp Asn Lys Gin Val Ser Leu Pro Thr Ala Thr 

245 250 255 

TTG GAT GGA CCA AGT CCA CCT GTT GGT GCA TTG AGC AGT GCT CTT AGT 
Leu Asp Gly Pro Ser Pro Pro Val Gly Ala Leu Ser Ser Ala Leu Ser 

260 • 265 270 

CGG TTA CAG TCT AAC CCG GCT CTC AGA GAG TTG AGA GAA GTC GCA AAG 
Arg Leu Gin Ser Asn Pro Ala Leu Arg Glu Leu Arg Glu Val Ala Lys 
275 280 285 



GGT ATG ACA AAG CAA ATA GGC GGA CCA ATG CAT CAG TTG GCG GCT AAG 
Gly Met Thr Lys Gin He Gly Gly Pro Met His Gin Leu Ala Ala Lys 
290 295 300 



144 



192 



240 



288 



336 



384 



432 



480 



528 



576 



624 



672 



720 



768 



816 



864 



912 
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GTA GAT GTG TAT GCT CGA GGA ATG ATA AGC GGT ACT GGA TCG TCA CTG 960 
S2 Asp S3 Tyr Ala Arg Gly Met lie Ser Gly Thr Gly Ser Ser Leu 
305 310 315 320 

TTT GAA GAA CTC GGT CTT TAC. TAT ATT GGT CCA GTT GAT GGG CAC AAC 
III Glu a! Leu Gly Leu Tyr Tyr He Gly Pro Val Asp Gly His Asn 

325 330 3JS 

ATA GAT GAT TTG GTA GCC ATT CTT AAA GAA GTT AAG ACT ACC AGA ACC 
He Asp Asp Leu Val Ala He Leu Lys Glu Val Lys Ser Thr Arg Tnr 

340 345 • 3:>u 

APA rc& CCT GTA CTT ATT CAT GTG GTG ACG GAG AAA GGT CGT GGT TAT 
tS gS So S2 Leu lie His Val Val Thr Glu Lys Gly Arg Gly Tyr 

355 360 365 15 

CCT TAC GCG GAG AGA GCT GAT GAC AAA TAC CAT GGT GTT GTG AAA TTT 
Pro Tyr Ala Glu Arg Ala Asp Asp Lys Tyr His Gly Val Val Lys Phe 
370 375 380 

GAT CCA GCA ACG GGT AGA CAG TTC AAA ACT ACT AAT GAG ACT CAA TCT 
Asp Pro Ala Thr Gly Arg Gin Phe Lys Thr Thr Asn Glu Thr Gin Ser 
385 39 0 

TAC ACA ACT TAC TTT GCG GAG GCA TTA GTC GCA GAA GCA GAG GTA GAC 
Tyr Thr Thr Tyr Phe Ala Glu Ala Leu Val Ala Glu Ala Glu val Asp 

405 410 

AAA GAT GTG GTT GCG ATT CAT GCA GCC ATG GGA GGT GGA ACC GGG TTA 
Lys Asp Val Val Ala He His Ala Ala Met Gly Gly Gly Thr Gly Leu 

420 425 

AAT CTC TTT CAA CGT CGC TTC CCA ACA AGA TGT TTC GAT GTA GGA ATA 

Asn Leu Phe Gin Arg Arg Phe Pro Thr Arg Cys Phe Asp Val Gly He 
435 440 44 5 

GCG GAA CAA CAC GCA GTT ACT TTT GCT GCG GGT TTA GCC TGT GAA GGC 
Ala Glu Gin His Ala Val Thr Phe Ala Ala Gly Leu Ala Cys Glu Gly 
450 4 55 460 

CTT AAA CCC TTC TGT GCA ATC TAT TCG TCT TTC ATG CAG CGT GCT TAT 
Leu Lys Pro Phe Cys Ala He Tyr Ser Ser Phe Met Gin Arg Ala Tyr 
465 4 ?0 475 

GAC CAG GTT GTC CAT GAT GTT GAT TTG CAA AAA TTA CCG GTG AGA TTT 

Asp Gin Val val His Asp Val Asp Leu Gin Lys Leu Pro Val Arg Phe 

485 4 90 495 45 



1248 

25 

1296 

30 

1344 



1392 35 



1440 

40 

1488 



1536 



GCA ATG GAT AGA GCT GGA CTC GTT GGA GCT GAT GGT CCG ACA CAT TGT 

Ala Met Asp Arg Ala Gly Leu Val Gly Ala Asp Gly Pro Thr His Cys 

500 505 510 

GGA GCT TTC GAT GTG ACA TTT ATG GCT TGT CTT CCT AAC ATG ATA GTG 1584 50 

Gly Ala Phe Asp Val Thr Phe Met Ala Cys Leu Pro Asn Met He Val 
515 520 525 

ATG GCT CCA TCA GAT GAA GCA GAT CTC TTT AAC ATG GTT GCA ACT GCT 1632 
Met Ala Pro Ser Asp Glu Ala Asp Leu Phe Asn Met Val Ala Thr Aia 55 
530 535 540 

GTT GCG ATT GAT GAT CGT CCT TCT TGT TTC CGT TAC CCT AGA GGT AAC 
Val Ala He Asp Asp Arg Pro Ser Cys Phe Arg Tyr Pro Arg Gly Asn 
545 550 555 560 

GGT ATT GGA GTT GCA TTA CCT CCC GGA AAC AAA GGT GTT CCA ATT GAG 
Gly He Gly Val Ala Leu Pro Pro Gly Asn Lys Gly Val Pro He Glu 

565 570 575 
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ATT GGG AAA GGT AGA ATT TTA AAG GAA GGA GAG AGA GTT GCG TTG TTG 
lie Gly Lys Gly Arg He Leu Lys Glu Gly Glu Arg Val Ala Leu Leu 

5B0 585 590 

GGT TAT GGC TCA GCA GTT CAG AGC TGT TTA GGA GCG GCT GTA ATG CTC 

Gly Tyr Gly Ser Ala Val Gin Ser Cys Leu Gly Ala Ala Val Met Leu 
595 600 605 

GAA -GAA CGC GGA TTA AAC GTA ACT GTA GCG GAT GCA CGG TTT TGC AAG 
Glu Glu Arg Gly Leu Asn Val Thr Val Ala Asp Ala Arg Phe Cys Lys 
610 615 620 

CCA TTG GAC CGT GCT CTC ATT CGC AGC TTA GCT AAG TCG CAC GAG GTT 
Pro Leu Asp Arg Ala Leu He Arg Ser Leu Ala Lys Ser His Glu Val 
625 630 635 640 

CTG ATC ACG GTT GAA GAA GGT TCC ATT GGA GGT TTT GGC TCG CAC GTT 
Leu He Thr Val Glu Glu Gly Ser He Gly Gly Phe Gly Ser His Val 

645 650 655 
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GTT CAG TTT CTT GCT CTC GAT GGT CTT CTT GAT 

Val Gin Phe Leu Ala Leu Asp Gly Leu Leu Asp 

660 665 

AGA CCA ATG GTA CTG CCT GAT CGA TAC ATT GAT 

Arg Pro Met Val Leu Pro Asp Arg Tyr lie Asp 
675 680 



GAT CAA CTA GCT GAA GCT GGA CTC ATG CCA TCT 

Asp Gin Leu Ala Glu Ala Gly Leu Met Pro Ser 
690 695 

GCA CTT AAC TTA ATC GGT GCA CCA AGG GAA GCT 

Ala Leu Asn Leu He Gly Ala Pro Arg Glu Ala 
705 710 715 



GGC AAA CTC AAG TGG 
Gly Lys Leu Lys Trp 
670 

CAC GGT GCA CCA GCT 

His Gly Ala Pro Ala 

685 

CAC ATC GCA GCA ACC 
His He Ala Ala Thr 
700 

CTG TTT TGAGAGTAAG 

Leu Phe 



1824 



1872 



1920 



1968 



2016 



2064 



2112 



2161 



AATCTGTTGG CTAAAACATA 


TGTATACAAA 


CACTCTAAAT 


GCAACCCAAG 


GTTTCTTCTA 


2221 


AGTACTGATC 


AGAATTCCCG 


CCCGAGAAGT 


CCTTTGGCAA 


CAGCTATATA 


TATTTACTAA 


2281 


GATTGTGAAG 


AGAAAGGCAA 


AGGCAAAGGT 


TGTGCAAAGA 


TTAGTATTAT 


AGATAAAACT 


2341 


GGTATTTGTT 


TTGTAATTTT 


AGGATTGTGA 


TGAGATCGTG 


TTGTACCAAT 


AAC T AAC ATC 


2401 


TTGTAAAATC 


AATTACTCTC 


TTGTGATCTT 


CAATAAGCTT 


GAGTGACAAA 


AAAAAAA 


2458 



45 



50 



55 



60 



(2) INFORMATION ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZ CHARAKTERISTIKA: 

(A) L NGE: 717 Aminos „uren 

(B) ART: Aminos *ure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKsLS: Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

Met Ala Ser Ser Ala Phe Ala Phe Pro Ser Tyr He He Thr Lys Gly 
15 10 15 

Gly Leu Ser Thr Asp Ser Cys Lys Ser Thr Ser Leu Ser Ser Ser Arg 

20 25 30 

Ser Leu Val Thr Asp Leu Pro Ser Pro Cys Leu Lys Pro Asn Asn Asn 
35 40 45 



Ser His Ser Asn Arg Arg Ala Lys Val Cys Ala Ser Leu Ala Glu Lys 
65 50 55 60 
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Gly Glu Tyr Tyr Ser Asn Arg Pro Pro Thr Pro Leu Leu Asp Thr He 
65 70 75 80 

Asn Tyr Pro He His Met Lys Asn Leu Ser Val Lys Glu Leu Lys Gin 

85 90 95 

Leu Ser Asp Glu Leu Arg Ser Asp Val He Phe Asn Val Ser Lys Thr 

100 105 HO 

Gly Gly His Leu Gly Ser Ser Leu Gly Val Val Glu Leu Thr Val Ala 
115 120 125 

Leu His Tyr He Phe Asn Thr Pro Gin Asp Lys He Leu Trp Asp Val 
130 135 140 

Gly His Gin Ser Tyr Pro His Lys He Leu Thr .Gly Arg Arg Gly Lys 
145 150 155 160 

Met Pro Thr Met Arg Gin Thr Asn Gly Leu Ser Gly Phe Thr Lys Arg 

165 170 175 

Gly Glu Ser Glu His Asp Cys Phe Gly Thr Gly His Ser Ser Thr Thr 

180 185 190 

He Ser Ala Gly Leu Gly Met Ala Val Gly Arg Asp Leu Lys Gly Lys 
195 200 205 

Asn Asn Asn Val Val Ala Val He Gly Asp Gly Ala Met Thr Ala Gly 
210 215 220 

Gin Ala Tyr Glu Ala Met Asn Asn Ala Gly Tyr Leu Asp Ser Asp Met 
225 230 235 240 

He Val He Leu Asn Asp Asn Lys Gin Val Ser Leu Pro Thr Ala Thr 

245 250 255 

Leu Asp Gly Pro Ser Pro Pro Val Gly Ala Leu Ser Ser Ala Leu Ser 

260 265 270 

Arg Leu Gin Ser Asn Pro Ala Leu Arg Glu Leu Arg Glu Val Ala Lys 
275 280 285 

Gly Met Thr Lys Gin He Gly Gly Pro Met His Gin Leu Ala Ala Lys 
290 295 3.00 

Val Asp Val Tyr Ala Arg Gly Met He Ser Gly Thr Gly Ser Ser Leu 
305 310 315 320 

Phe Glu Glu Leu Gly Leu Tyr Tyr He Gly Pro Val Asp Gly His Asn 

325 330 335 

He Asp Asp Leu Val Ala He Leu Lys Glu Val Lys Ser Thr Arg Thr 

340 345 350 

Thr Gly Pro Val Leu He His Val Val Thr Glu Lys Gly Arg Gly Tyr 
355 360 365 

Pro Tyr Ala Glu Arg Ala Asp Asp Lys Tyr His Gly Val Val Lys Phe 
370 375 380 

Asp Pro Ala Thr Gly Arg Gin Phe Lys Thr Thr Asn Glu Thr Gin Ser 
385 390 395 400 

Tyr Thr Thr Tyr Phe Ala Glu Ala Leu Val Ala Glu Ala Glu Val Asp 

405 410 415 

Lys Asp Val Val Ala He His Ala Ala Met Gly Gly Gly Thr Gly Leu 

420 425 430 
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Asn Leu Phe Gin Arg Arg Phe Pro Thr Arg Cys Phe Asp Val Gly lie 
435 440 445 

Ala Glu Gin His Ala Val Thr Phe Ala Ala Gly Leu Ala Cys Glu Gly 
5 450 455 460 

Leu Lys Pro Phe Cys Ala He Tyr Ser Ser Phe Met Gin Arg Ala Tyr 
465 470 475 480 



to 



Asp Gin Val Val His Asp Val Asp Leu Gin Lys Leu Pro Val Arg Phe 

485 490 495 

Ala Met Asp Arg Ala Gly Leu Val Gly Ala Asp Gly Pro Thr His Cys 

500 505 510 

15 Gly Ala Phe Asp Val Thr Phe Met Ala Cys Leu Pro Asn Met He Val 

515 520 525 

Met Ala Pro Ser Asp Glu Ala Asp Leu Phe Asn Met Val Ala Thr Ala 
530 535 540 

20 „ 

Val Ala He Asp Asp Arg Pro Ser Cys Phe Arg Tyr Pro Arg Gly Asn 
545 550 555 560 

Gly He Gly Val Ala Leu Pro Pro Gly Asn Lys Gly Val Pro He Glu 

565 570 575 

25 

He Gly Lys Gly Arg He Leu Lys Glu Gly Glu Arg Val Ala Leu Leu 

580 585 590 

Gly Tyr Gly Ser Ala Val Gin Ser Cys Leu Gly Ala Ala Val Met Leu 
30 595 600 605 

Glu Glu Arg Gly Leu Asn Val Thr Val Ala Asp Ala Arg Phe Cys Lys 
610 615 620 



35 



40 



45 



50 



55 



60 
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Pro Leu Asp Arg Ala Leu He Arg Ser Leu Ala Lys Ser His Glu Val 
625 630 635 640 

Leu He Thr Val Glu Glu Gly Ser He Gly Gly Phe Gly Ser His Val 

645 650 655 

Val Gin Phe Leu Ala Leu Asp Gly Leu Leu Asp Gly Lys Leu Lys Trp 

660 665 670 

Arg Pro Met Val Leu Pro Asp Arg Tyr He Asp His Gly Ala Pro Ala 
675 680 685 

Asp Gin Leu Ala Glu Ala Gly Leu Met Pro Ser His He Ala Ala Thr 
690 695 700 

Ala Leu Asn Leu He Gly Ala Pro Arg Glu Ala Leu Phe 
705 710 715 

PatenUnspriiche 

1. Verwendung von DNA-Sequenzen codierend fur eine l-Deoxy-D-Xylulose-5-Phosphat Synthase (DOXS) zur 
Herstellung von Pflanzen mil erhohtem Tocopherol-, Vitamin K-, Chlorophyll- und/oder , 

2. Verwendung einer DNA-Sequenz SEQ ID No. 1 oder einer mil dieser hybnd.s.erenden DNA-S*qu«* kod,«end 
fur eine l-Deoxy-D-Xylulose-5-Phosphal Synthase (DOXS) zur Herstellung von Pflanzen nut erhohtem Oehalt an 
Tocopherolen, Vitamin K, Chlorophyllen und/oder Carotinoiden. ^wwi^H 

3. Verfahren zur Herstellung von Pflanzen mil erh6hte Tocopherol-, Vitamin K-, Chlorophyll- ^^aro^^d- 
Gehalt, dadurch gekennzeichnet, daB eine DNA-Sequenz SEQ-ID No. 1 oder eine m.t d.eser hybnd.s.erende DNA- 

Sequenz in Pflanzen exprimiert wird. . . O _ to „ t u a i 

4 Verfahren zur Transformation einer Pflanze dadurch gekennzeichnet, daB man e.ne ^P^ 810 "^ 1 ^ 1 ^ 
tend einen Promoter und eine DNA-Sequenz in eine Pflanzenzelle, in Kallusgewebe, erne ganze Pflanze oder Pro- 

toplasten von Pflanzenzellen einbringt. . TVanefr.nna 

5 Verfahren zur Transformation von Pflanzen gemaB Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB <* 

tion mit Hilfe des Stammes Agrobacterium tumefaciens, der Elektroporation oder der particle bombardment Me- 

rpflanSmit erhohtem Tocopherol-, Vrtamin K-, Chlorophyll und/oder Carotinoid-Cehalt enthaltend eine Expres- 
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^ Vewendung der SEQ ID No. 1 zur HersteUung eines Testsystems zur Identifizierung von Inhibitoten der DOXS. 
9. TesUysiem basierend auf der Expression einer Expressionskassette gemaB Anspruch 4 zur Idenufiz.en.ng von 

S'vf^ndun^S Pflanze enthaltend eine DNA-Sequenz SEQ ID No. 1 oder eine mil dieser hybridisierende 
DNA-Sequenz zur Herstellung pflanzlicher DOXS. 

Hierzu 6 Seite(n) Zeichnungen 
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Abb. 4: RNA Expressionslevel des DOXS-Gens 
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Abb. 5: Protein -Mengen in transgenen Pflanzen 
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Abb. 6: Wes ternanalyse 



MW WT 



A19 



B4 



C2 D17 E14 F14 



F7 




BNSOOCID: <DE_19835219A1_I_> 



902 066/311 



